



























of  cyclic  adenosine  monophosphate  (cAMP).  A  well‐established  strategy  to  avoid  cAMP 
degradation  is  the  inhibition  of  phosphodiesterase  (PDE).  In  recent  years, GEBR‐32a  has  been 
shown to possess selective inhibitory properties against PDE type 4 family members, resulting in 
an  improvement  in  spatial memory  processes without  the  typical  side  effects  that  are  usually 
correlated with this mechanism of action. In this work, we performed the HPLC chiral resolution 
and  absolute  configuration  assignment  of GEBR‐32a. We  developed  an  efficient  analytical  and 
semipreparative  chromatographic  method  exploiting  an  amylose‐based  stationary  phase,  we 
studied  the  chiroptical  properties  of  both  enantiomers  and  we  assigned  their  absolute 







Nowadays, more  than 30 million people  live with dementia worldwide, and  their number  is 
estimated  to grow  to 65.7 million  in 2030 and 115.4 million  in 2050  [1]. As a result, dementia will 




be  considered  a  challenge  under  both  a medical  and  an  economical  point  of  view  [3]. AD  is  a 
polygenetic neurodegenerative disorder characterized by neocortical atrophy that causes the loss of 
synapses and neurons [4]. One of its main consequences is memory loss, which is strictly related to 
downstream  effectors  of  cyclic  adenosine monophosphate  (cAMP)  [5].  Phosphodiesterase  (PDE) 






potent  and  selective  PDE4D  inhibitors  could  open  new  avenues  for  memory  performance 
enhancement. By combining X‐ray crystallography, molecular dynamic simulations and enzymatic 
assays,  members  of  our  research  team  have  recently  provided  a  structural  and  functional 









the  IC50 value measured  against  the PDE4D  catalytic portion  alone  is higher  than  the  IC50 value 
against the full‐length PDE4D3 isoform, we hypothesized that the tail of GEBR‐32a contributes to its 
inhibitory mechanism [10]. Since the tail portion of GEBR‐32a is characterized by the presence of a 
stereogenic  center,  the  absolute  configuration may  also  play  a  role  in  the  interaction with  the 
enzyme. Interestingly, despite the fact that the structure of the PDE4D catalytic domain in complex 




In  line  with  these  considerations,  herein  we  report  on  the  chiral  resolution  of  racemic 
GEBR‐32a, on the absolute configuration (AC) assignment and on the comparison of the inhibitory 
potency  of  the  two  enantiomers  against  both  the  PDE4D  catalytic  domain  and  the  full‐length 
PDE4D3 isoform. 







Considering  that both enantiomers are needed  for biological  testing, we synthesized racemic 
GEBR‐32a  first  (according  to  the  previously  reported  procedure,  Scheme  SI)  [7]  and  solved  the 
enantiomers by chiral  liquid chromatography, a  time‐ and cost‐effective approach  for enantiomer 
resolution  at  the  discovery  stage,  commonly  used  both  in  Academia  and  the  pharmaceutical 
industry [7,11]. To find easily scalable chiral resolution analytical methods, our standard approach 
to  the  analysis  and  separation  of  new  chiral  compounds  consisted  in  the  screening  of 
polysaccharide‐based  chiral  stationary  phases  (CSPs)  immobilized  on  silica  gel  chiral  columns 
characterized by wide solvent compatibility, versatility and  robustness  [11–18]. First, we  tested a 
Regispack IA column containing a dimethylphenyl‐derivative of amylose. An initial mobile phase 
consisting of n‐hexane  (HEX)/isopropyl alcohol  (IPA)/diethylamine  (DEA)  (90:10:0.1) was used  in 
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Table 1. Analytical screening on Regispack IA (150 mm × 4.6 mm, 5 μm). 
Mobile Phase a (v/v)  Flow  k1  k2  α  Rs 
Hex/EtOH (90:10)  1 mL/min  3.05  3.07  N/A  N/A 
Hex/EtOH (80:20)  1 mL/min  2.47  3.02  1.22  N/A 
Hex/IPA (90:10)  1 mL/min  8.24  8.71  1.06  N/A 
Hex/IPA (80:20)  1 mL/min  3.10  3.55  1.15  0.77 
Hex/IPA (70:30)  1 mL/min  1.78  2.07  1.16  0.89 
Hex/IPA (50:50)  1 mL/min  1.07  1.23  1.15  N/A 
IPA    0.5 mL/min  0.87  1.56  1.79  2.61 
IPA/EtOH (50:50)  0.5 mL/min  3.10  3.38  1.09  1.27 
EtOH  0.5 mL/min  2.63  2.89  1.10  1.34 
EtOH/ MeOH (50:50)  0.5 mL/min  2.24  2.42  1.08  1.09 













and  the  second  one  of  99.9%.  The  recovery  is  reported  in  Table  2  and  the  (semi)preparative 
chromatographic profile in the supplementary material (Figure S1) 
Both  enantiomers have been  characterized by nuclear magnetic  resonance  (NMR)  (1H‐NMR 
and 13C‐NMR) by measuring the specific rotations (ሾ𝛼ሿ஽ଶ଴) and recording electronic circular dichroism 
spectra (Table 2 and Figure 3). 
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Table 2. GEBR‐32a enantiomers. 





(–)‐GEBR‐32a  6.0 min  99.5%  −18.6  30 mg  43% 





expected,  the  second  eluted  enantiomer  exhibited  an  identical ECD profile  but  of  opposite  sign 
(Figure 3). 
 
Figure  3. Circular  dichroism  spectra  of  (+)‐GEBR‐32a  (green  line)  and  (−)‐GEBR‐32a  (blue  line). 
Analysis are performed in methanol at c: 1.37 × 10−4 M. 
2.2. Assignment of the Absolute Configuration (AC) 






molecule  a  suitable  candidate  for  being  derivatized  by  reaction  with 
methoxy‐α‐trifluoromethyl‐α‐phenylacetic  acid  chloride  (MTPA‐Cl),  also  known  as  Mosher’s 
reagent and usually employed for the AC assignment of secondary alcohols and amines [20]. This 
methodology  is well‐established and has been exploited  to assign  the absolute configuration of a 
large  number  of  different  compounds  [21].  Its  rationale  is  based  on  the  assumption  that  the 
diastereoisomeric esters obtained by derivatization adopt a s‐cis conformation with the C=O and the 
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CF3 group laying in the same plane [20,22,23]. In this conformation, the OMe and the Ph substituent 







calculated,  and,  considering  the projections  shown  in  Figure  4,  the  stereocenter  substituents  are 
assigned  as  L1  and  L2  depending  on  the  sign  of  δ  (defined  as  δS  −  δR).  Following  this  general 
procedure, we derivatized the two enantiomeric alcohols as esters of both (S)‐MTPA and (R)‐MTPA 
(Scheme 1). To obtain the diastereomeric esters, small amounts of both (+) and (–)‐GEBR‐32a were 
reacted  in parallel with  (R) and  (S)‐α‐methoxy‐α‐trifluoromethylphenylacetyl chloride  (MTPA‐Cl) 
[24]. The reactions were performed in dichloromethane (DCM)  in the presence of triethylamine (4 
equiv.) and of a catalytic amount of 4‐dimethylaminopyridine (DMAP). It should be noted that—as 
























































(S)-Mosher ester of (+)-GEBR-32a
Yield= 78%
TEA, DMAP (cat.)

































(R)-Mosher ester of (+)-GEBR-32a
Yield= 87%
Scheme 1. Synthesis of the four possible diastereosomeric forms of GEBR‐32a Mosher’s esters. DCM: 









(–)‐GEBR‐32a  1a  1b    Δδ = δS − δR a 
H5  6.28  6.40  −0.12 
H6  6.99  7.28  −0.29 
H7  4.30–4.23  4.45–4.32  −0.15/0.09 
       
H9  2.50  2.53  −0.03 
H10  2.61–2.34  2.52–2.34  0.09 
H11  3.57  3.60  −0.03 
Proton 
(+)‐GEBR‐32a  2a  2b    Δδ = δS − δR 
H5  6.40  6.29  0.11 
H6  7.36  6.99  0.37 
H7  4.42–4.30  4.31–4.23  0.09/0.07 
       
H9  2.48  2.51  −0.03 
H10  2.51–2.34  2.62–2.36  −0.11/−0.02 
H11  3.59  3.61  −0.02 
a δS = chemical shift of the (S)‐methoxy‐α‐trifluoromethyl‐α‐phenylacetic acid (MTPA) ester and δR = 
chemical shift of the (R)‐MTPA ester. 
The  absolute  configurations of  the Mosher’s  esters were  assigned based on  the Δδ  signs,  as 
described above. Considering that the absolute configurations and the stereochemical descriptors of 







and  the  OMe  group  of  MTPA  with  proton  9  of  GEBR‐32a  (see  Scheme  in  Table  3  for  atom 





(S)‐GEBR‐32a),  NOE  contacts  between  the  OMe  group  of  MTPA  and  protons  5  and  6  of 
(S)‐GEBR‐32a (Figures S4 and S6), and (b) for compound 2b ((R)‐MTPA ester of (S)‐GEBR‐32a), NOE 
contacts between the Ph group of MTPA and proton 5 and 6 (S)‐GEBR‐32a (Figure S5 and S6). 
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against  the catalytic domain. This data confirms our hypothesis  that  the  tail portion of GEBR‐32a 
contributes significantly to the inhibition of the full‐length PDE4D enzyme. In addition, enzymatic 
assays clearly  indicate  that  (S)‐GEBR 32a  is  the eutomer,  in accordance with  the crystallographic 
analysis, which evidenced a preferential interaction of S‐enantiomer with the enzyme. 









HPLC  grade‐solvents  were  supplied  by  Honeywell  (Seelze,  Germany),  while  analytical 
grade‐solvents  by PanReac  (Darmstadt, Germany). The  evaporation procedures were performed 
under reduced pressure using a Heidolph Laborota 4000 instrument (Heidolph Instruments GmbH 
& Co., Schwabach, Germany). 
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Analytical  thin‐layer  chromatography  (TLC)  was  carried  out  on  silica  gel  precoated 






Chromatographic  resolution was carried out at  room  temperature on a  Jasco  (Tokyo,  Japan) 
system consisting of a PU‐1580 pump and MD‐1510 photo diode array (PDA) detector. 
Chromatogram acquisitions and elaborations were performed using the ChromNAV software 
(Tokyo,  Japan). The resolution  factor was directly given by  the software, while selectivity (α) was 
calculated using Equation (1): 
𝛼 ൌ 𝑘2𝑘1  (1) 
where k1 and k2 are the retention factors of the two enantiomers calculated as the ratio between the 
retention time (tr) and the solvent front (t0) in (Equation (2)): 
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3.6. NMR Analysis 
NMR  experiments were performed  at  298 K on  a Bruker Avance  III  400 MHz  spectrometer 
(Milan, Italy). The NMR experiments were carried out  in 500 μL of CDCl3. All proton and carbon 
chemical  shifts were assigned unambiguously using bi‐dimensional  experiments  (COSY, NOESY 
and HSQC), and the assignments are reported in Table S1. Edited 1H‐13C HSQC experiments were 
performed to confirm and follow the resonances of carbons. Phase sensitive 2D‐NOESY experiments 
with  gradient pulses  in mixing  time were performed with  a mixing  time  of  700 ms  in  order  to 
observe homonuclear correlation via dipolar coupling. 
3.7. Expression and Purification of PDE4D Catalytic Domain and PDE4D3 
The  PDE4D  catalytic  domain  and  the  PDE4D3  isoform  were  expressed  and  purified,  as 
described  previously  [10].  Briefly,  the  PDE4D  catalytic  domain  (residues  244–578)  featuring  a 
C‐terminal 6His‐tag was cloned into a pET‐3a vector (Merck Millipore, Darmstadt, Germany) and 
transformed  into Escherichia  coli BL21(DE3) pLysS  cells  (Thermo  Fisher  Scientific, Waltham MA, 
USA). Transformed cells were cultured at 37 °C in LB broth supplemented with 50 mg/L ampicillin 
until OD600 = 0.6. Protein expression was carried out overnight at 25 °C after induction with 0.5 mM 
isopropyl  1‐thio‐β‐D  galactopyranoside  (IPTG).  Cells  were  harvested  by  centrifugation  and 
resuspended in 20 mM Tris‐HCl pH 7.5 and 150 mM NaCl. After sonication, the soluble fraction was 
first  purified  by  affinity  chromatography  using  a  preequilibrated  Ni‐NTA  (Qiagen,  Hilden, 
Germany)  column.  Elution  of  the  His‐tagged  protein  was  carried  out  using  the  same  buffer 
supplemented with 400 mM  imidazole. The eluted sample was  further purified by size‐exclusion 




The  codon‐optimized  gene‐encoding  human  PDE4D3  was  purchased  from  GenScript 
(Piscataway, NJ, USA). The construct, featuring a C‐terminal 6His‐tag and cloned into the pFastBac 
dual  vector,  was  designed  to  include  the  PKA  phosphomimetic  Ser54Asp  mutation  and  the 
Ser579Ala mutation, the latter preventing a known inactivating phosphorylation [27]. The bacmid 
was  generated  by  transposition  in  E.  coli  DH10EMBacY  (strain  kindly  provided  by  I.  Berger, 
University  of  Bristol,  Bristol,  UK)  [28].  High‐titer  recombinant  baculovirus  was  obtained  by 




and a protease  inhibitor cocktail  (Roche, Mannheim, Germany). After mild cell disruption by  the 
Avestin homogenizer, the lysate was incubated for 5 min with benzonase nuclease (Merck Millipore, 
Darmstadt, Germany) and then clarified by centrifugation. The supernatant was loaded on Ni‐NTA 










[29]. The  assay was  adapted  to  support  a high‐throughput  format  in  96  transparent polystyrene 
plates from Greiner Bio (Kremsmünster, Austria). The 250 μL reaction mixture consisted of 100 mM 
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Hepes pH 7.5, 10 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0.3 mM ATP, 0.6 mM PEP, 0.9 unit of pyruvate kinase, 0.90 










determined  by  plotting  the  enzyme  fractional  activity  against  the  logarithm  of  compound 
concentration.  Curve  fitting was  done with  a  dose−response  curve  from  OriginLab  (OriginLab 
Corporation, Northampton MA, USA) using Equation (3): 





GEBR‐32a  is  a  promising  phosphodiesterase  type  4  family  inhibitor.  The  recently  obtained 




mechanism.  To  corroborate  this  hypothesis,  we  studied  the  relationship  between  the  absolute 
configuration of GEBR‐32a and its PDE4D inhibition. Therefore, we solved the two enantiomers via 
chiral HPLC  and  assigned  their  absolute  configuration via  1H‐NMR, using Mosher’s  reagent,  as 







Supplementary  Materials:  The  following  are  available  online  at  www.mdpi.com/xxx/s1.  Figure  S1. 




compound 2a. The most  important NOE contacts are evidenced; Figure S5. Aromatic  region of  the NOESY 
spectrum of compound 2b. The most  important NOE contacts are evidenced; Figure S6. The most  intesting 
NOE  contacts  observed  for  compounds  Mosher’s  esters  2a  and  2b;  Table  S1:  NMR  characterisation  of 
non‐derivatized GEBR‐32a 
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